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(§4) Utilisation d'extraits d'algues microscopiques pour la preparation de compositions pharmaceutiques, cos- 
metiques, alimentaires ou a usage agricole. 

La presents invention concerns ('utilisation d'extraits 
oalgues microscopiques obtenus par extraction en phase 
liquids pour la preparation de compositions pharmaceuti- 
ques, cosmetiques, alimentaires ou a usage agricole a acti- 
vity antiradicalaire. Les algues utilisees sont des algues mi- 
croscopiques des classes Chlorophycees, 
Prasinophycees, Cryptophycees, Bacillariophycees (ou 
diatomeesj et Prymnesiophycees. 
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Utilisation d'extraits d'aLgues microscopiques pour La preparation 
de compositions pharmaceutiques, cosmetiques, alimentaires ou a 
usage agricole 

La presente invention a pour objet une nouveLLe utilisa- 
05 tion des extraits d'aLgues microscopiques et trouve notamment 
application dans La preparation de compositions pharmaceutiques, 
cosmetiques, alimentaires ou a usage agricole, a activite anti- 
radi ca lai re. 

On sait que les extraits d'aLgues, en raison de Leurs 
10 proprietes variees, ont ete proposes dans de nombreuses applica- 
tions pharmaceut iques, cosmetiques, alimentaires ou agricoles. 

La presente invention est basee sur La d£couverte 
inattendue que des extraits de certaines aLgues microscopiques pre- 
sentent une activite anti radi ca Lai re vis-a-vis du radical 
15 superoxide. On sait que les ions superoxide produits au cours de 
reactions d'oxydat ion sous I'effet d'oxygene molecuLaire sont tres 
actifs et attaquent notamment Les prolines et Les acides 
nucleiques. 

Par consequent, L' invention presente un interet remar- 
20 quable notamment pour la protection des cellules de la peau. 

L" invent ion trouve egalement application pour la prepa- 
ration de compositions alimentaires, en raison du pouvoir protec- 
teur de ces extraits d'aLgues microscopiques vis-3-vis des acides 
gras poLy insatures* 
25 Les aLgues uti Usees conformement a la presente invention 

sont des algues microscopiques des classes Chlorophycees, 
Prasinophycees, Cryptophycees, Baci llariophycees (diatomees) et 
Prymnesiophycees utilisees en aquaculture. 

Parmi les Chlorophycees, L' invention s 'applique notamment 
30 aux genres Dunaliella et Nannochloris. 

Parmi Les Prasinophycees, I 1 invention s'applique notam- 
ment au genre Tetraselmis. 

Parmi les Cryptophycees, L* invention s'applique notamment 
au genre Chroomonas. 
35 Parmi les Baci Llariophycees, L' invention s'appLique 

notamment aux genres Chaetoceros, Skeletonema et Tha Lassiori ra. 
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Parmi les Prymnesiophycees/ 1 1 invent ion s^pplique notam- 
ment aux genres Isochrisis et Pavlova- 
La preparation des extraits d'algues microscopiques 
utilises conf ormement a l' invention peut etre effectuee par des 
05 precedes classiques d'extraction en phase liquide, notamment 
extraction aqueuse a pH controle et extraction en solvant polaire, 
eventuel lement combines a des procedes de concentration par 
sechage sous vide ou par osmose inverse ou de concentration et 
purification par chromographie ou par ultraf i Itrat ion. 
10 La methode de mesure du pouvoir antiradicalai re est 

celle de Winterbourn CJ. Lab. Clin., Med. 85.337). 

L 1 invention sera iLLustree par les exemples non limi- 
tatifs suivants. 

A. Exemples de preparation d'extraits d'algues conformes a la 
15 presente i nvent i on : 

Exemple 1 

On incorpore 100 g de Dunaliella dans 200 ml d'eau. 

On effectue un broyage a I'aide d'un broyeur type 
ultra turrax pendant 10 min a temperature ambiante. 
20 L 1 extraction est effectuee sous legere agitation pendant 

24 h h temperature ambiante, puis la solution obtenue est filtree- 

On obtient un fi Itrat qui se presente sous forme de 

poudre. 

Exemple 2 

25 On incorpore 100 g de Nannochloris dans 200 ml d'eau. 

Le broyage est effectue dans Les memes conditions qu'a 
I'exemple 1. 

L 1 extraction est realisee sous legere agitation pendant 
12 h a 50°C, puis la solution est filtree. 
30 Exemple 3 

On incorpore 100 g de Tetraselmis dans un melange hydro- 
alcoolique constituS par 180 ml d'eau et 20 ml d'alcool 6thylique. 

Le broyage est effectue dans les memes conditions que 
celles decrites a I'exemple 1- 
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L'extraction est realisee sous Legfere agitation pendant 
12 h a 50°C, puis La solution obtenue est filtree. 
ExempLe 4 

On incorpore 100 g de Dunaliella dans 200 ml d'eau- 
05 Un broyage et une extraction sont reaLisees dans les 

conditions definies a l f exemple 1, puis la solution est filtree. 

Sur le filtrat, on effectue une evaporation sous vide a 
temperature ambiante pour obteni r un extrait parfaitement sec, 
Exemple 5 

10 On incorpore 100 g de Chaetoceros dans un melange hydro- 

alcoolique comportant 180 ml d'eau et 20 ml d'alcool ethylique. 

Un broyage est effectue dans les conditions definies £ 
L f exemple 1, puis on realise une extraction sous Legere agitation 
pendant 8 h a 40°C, puis la solution est filtree. 
15 Exemple 6 

On incorpore 100 g de Skeletonema dans un melange hydro- 
alcoolique constitue de 180 ml d'eau et 20 ml d'alcooL isopro- 
py lique. 

Un broyage est effectue dans les conditions de I' exemple 
20 1, puis on effectue une extraction sous legere agitation pendant 
24 h a 30°C et La solution est filtree. 
Exemple 7 

On incorpore 100 g de Tha Lassiori ra dans un melange 
hydroalcoo lique constitue de 100 ml d'eau et 100 ml de propylene- 
25 glycol - 

Un broyage est effectu6 dans les conditions de l' exemple 
1, puis on realise une extraction sous legere agitation pendant 
24 h a 20°C, et La solution obtenue est filtree. 
Exemple 8 

30 On incorpore 100 g de Isochrysis dans un melange hydro- 

alcoolique constitue de 190 ml d f eau et 10 ml d'alcool ethylique. 

Un broyage est realise dans les conditions definies a 
L'exemple 1, puis on effectue une extraction sous legere agitation 
pendant 24 h a 20°C et La solution ainsi obtenue est filtree. 
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ExempLe 9 

On incorpore 100 g cle PavLova dans un melange constitue 
de 180 mL d'eau et 20 ml de propyleneglycol. 

Un broyage est effectue dans Les conditions definies a 
05 I'exemple 1, puis on realise une extraction sous legere agitation 
pendant 12 h a 40°C, et la solution ainsi obtenue est filtree. 
Exemple 10 

On incorpore 100 g de Chroomonas dans un melange hydro- 
alcoolique comportant 160 ml d'eau et 40 ml d'alcool ethylique. 
10 lique- 

Un broyage est realise dans les conditions definies a 
I'exemple 1, puis on effectue une extraction sous legere agitation 
pendant 8 h a 50°C et on filtre la solution obtenue. 
Exemple 11 

15 On incorpore 100 g de Chaetoceros dans un melange hydro- 

alcoolique constitue de 190 ml d'eau et 10 ml d'alcool ethylique. 

Un broyage est effectue dans les conditions definies a 
I'exemple 1, puis on realise une extraction sous legere agitation 
pendant 48 h a 50°C et la solution ainsi obtenue est filtree. 
20 Exemple 12 

On incorpore 100 g de Skeletonema dans un melange hydro- 
alcoolique constitue de 180 ml d'eau et 20 ml d'alcool ethylique- 

Un broyage est effectue dans les conditions definies a 
I'exemple 1, puis on realise une extraction sous legere agitation 
25 pendant 48 h a 30°C et on filtre la solution obtenue. 
Exemple 13 

On plonge 100 g de DunalieLLa pendant environ 30 min dans 
une solution hydroalcoolique afin d'inactiver par saponification 
la lipoxygenase et la catalase et d'eliminer la majorite des 
30 lipides. 

Apres lavage, on effectue une extraction dans 200 ml 
d'eau pendant 12 h a temperature ambiante- 

L'extrait ainsi obtenu est alors centrifuge a environ 
3 000 g puis purifie de la fa?on suivante : 
35 On ajoute au centrat du sulfate d'ammonium solide en 

quantite necessaire pour obtenir une concentration finale de 60 % 
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de La saturation a 5°C. Le precipite est ensuite eLimine par 
centri fugation (2000-3000 g) . 

Du sulfate d'ammonium est ajoute au centrat C80 % du 
seui L de saturation). Une fois melange, le precipite est recupere 

05 par centri fugation. Apres avoir soigneusement eLimine Les traces de 
surnageant, Le precipite est redissous dans une quantite aliquote 
d'eau tamponnee (pH 8,5). 

La solution obtenue est alors appliquee sur une colonne 
remplie de QAE SEPHAR0SE equilibr£ avec le meme tampon. L'extrait 

10 est elue. Les fractions contenant plus de 50 % de I'activite maxi- 
male sont combinees et concentrees. La fraction reduite est filtree 
sur un gel de SEPHACRYL S-300 tamponne a pH 7,8 avec une solution 
de phosphate de potassium 10 mM. Les fractions contenant plus de 
50 % de I'activite maxima le sont combinees et concentrees jusqu'a 

15 obteni r une concentration en phosphate de 1 mM (pH 7,8). 

Le materiel est alors chromatographic sur une colonne 
d' hydroxyapatite tamponnee a pH 7,8 avec une solution de phosphate 
1 mM. Apres elution, L'extrait purifie est concentre. 
B. Determination de I'activite anti radi calai re des extraits 

20 d'algues microscopiques, conformes a L* invention 

La determination de I'activite anti radi ca lai re des 
extraits d'algues microscopiques conformes a L'invention a ete rea- 
lisee en utilisant la technique de Winterbourn. Cette technique est 
basee sur L' inhibition, par L'enzyme de la reaction de reduction du 

25 nitroblue tetrazolium CNBP) provoquee par les radicaux superoxyde 
libres. 

Les radicaux libres sont generes par la riboflavine en 
presence de lumiere- 
Protocole operatoire 
30 On introduit dans un tube a essais : 

- 0,2 ml d'EDTA 

. 0,1 ml de NBT 

. 0,1 ml de solution enzymatique contenant entre 5 et 
10 pm de proteine 
35 - 2,6 ml de tampon phosphate. 



BNSDOCID: <FR 2657012A1_I_> 




On incube queLques minutes devant une source Lumineuse 
afin de rechauffer aux environs de 30°C Le melange reactionnel. 

On rajoute 50 pL de ribloflavine et on place a nouveau 
Les tubes devant la source lumineuse- Au bout de 12 min, on Lit La 
05 DO a 560 nm con t re de I'eau distil lee - 

Un tube temoin dans lequel I 1 enzyme est remplacee par de 
L'eau distillee et soumis au mime protocole experimental- 

On determine ainsi Le pourcentage d' inhibition (Pi) de La 
reduction du NBT a L'aide des valeurs de DO a 560 nm obtenues pour 
10 Le tube reactionneL et le tube temoin, selon La formule 

p* = ri DO tube reactionneL^ 1QQ 
DO tube temoin 

La valeur de Pi obtenu doit etre proche de 50 % d 1 inhibi- 
tion de La reduction du NBT. 

15 

Les resultats sont exprimes en unites NBT par gramme 
d'algues fraiches. 

Une unite NBT par gramme est egale a 

10 6 

20 Q 50 

ou Q^ 0 est La quantite d'enzymes en pg qui provoque 50 % d 1 inhibi- 
tion de La reduction du NBT. 

En utilisant La methode qui vient d'etre decrite, on a 
mesurd L'activitd anti radi calai re des extraits d'algues micros- 
copiques obtenus aux exempLes 1 a 13. 

Les resultats obtenus ont ete regroupes au tableau I. 
Comme Le montre ce tableau, I'activite antiradicalaire 
est variable seLon La nature de L'extrait d'algues. 

De tres bons resultats sont obtenus avec les extraits de 
DunallieLa, Tetra selmis, Pavlova et Chroomonas. 

Des resuLtats tres interessants ont et6 egaLement obtenus 
avec des extraits obtenus en soumettant Le filtrat de I'exemple 1 a 
une concentration par ultrafiltration, par osmose inverse et par 
chromatographic. 

35 



25 



30 
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TABLEAU I 

05 



Nature de I'algue Activite antiradicalaire 
utilisee Unites NTB par gramme 

d'algue fraiche 



10 



15 



DunaLieLLa 


74 


300 


Nannochloris 


9 


400 


TetraseLmis 


69 


000 


Chaetoceros 


17 


000 


SkeLetonema 


34 


500 


Thalassiosi ra 


23 


000 


Isochrysis 


28 


000 


Pavlova 


74 


000 


Chroomonas 


98 


600 



20 

Les extraits d*aLgues mi croscopiques conformes a 
L' invention ne sont pas toxiques (par voie orale La DL 5q est 
superieure a 10 g/kg). Les tests cl 1 i rritation cutanee et 
d' irritation ocuLaire ont demohtre que ces extraits ne sont pas 
25 irritants. 

D'une fagon generate, Les extraits d'aLgues micros- 
copique conformes a L 1 invention peuvent etre utiLises pour La 
preparation de compositions pharmaceutiques radioprotect rices, 
antiscLerodermiques, anti-inf Lammatoi re (poLyarthri te, rhumatoide, 
30 arthrose. Lupus erythemateux) , ou utiLes pour Le traitement de 
Lesions et bruLures dermiques, de dessechement cutand, d'atonie 
cutanee ou encore de dermatoses purigineuses- 

35 
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Dans cette application, on chosi ra' une forme d'adminis- 
tyration permettant un usage externe. L'extrait utilise peut etre 
pur ou dilue jusqu'a 5 %. 

Les compositions cosmetiques incorporant des extraits 
05 d'algues mi croscopiques conformes a I'invention conviennent parti- 
culierement pour La protection du derme provenant notamment de La 
protection des acides nucleiques, du collagene de L'acide 
hyaLuronique, des Lipides membranaires et des proteines. 

On envisage notamment I'elaborat ion de compositions 
10 cosmetiques destinees a La protection contre Les reactions photo- 
toxiques, contre l' agression des UV ou au traitement d'erytheme 
actinique- 

Dans Le domaine aLimentaire, L 1 invention permet La reali- 
sation de compositions antioxydantes et efficaces contre La 
15 peroxydation des Lipides, La denaturation des enzymes ou La 
depolymerisation des polysaccharides. Ces compositions permettent 
notamment La preservation de La qualite des fruits et des Legumes. 

Dans Le domaine agricole, L 1 invention permet La realisa- 
tion de compositions destinees a ameliorer La conservation des 
20 graines, fruits, legumes, tubercules et ensilages ou encore a pro- 
teger des germinations ou des culutres contre Les reactions d'oxy- 
dation Liees a differents stress (hydrique, froid, osmotiques, ca- 
rences en elements nutritifs, pollutions, traitements pesticides) - 
On donnera ci-apres, a titre iLLustratif des exemples de 



25 compositions conformes a L' invention. 
Creme traitante : 

- CycLogoL NI : 10 % 

- HuiLe minerale "Carnation" : 15 % 

- HuiLe de lanoline : 0,25 % 
30 - Oleate de polypropylene glycol 2000 : 5 % 

- Extrait aqueux de Pavlova : 10 % 

- Parfum : o,2 % 

- Paraben : 0,1 % 

- Eau : 59,45 % 



35 Le cyclogol NI de la Societe WITC0 est un melange 

d'alcooL cetearylique et de ceteareth 20. 
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Schampooing : 

- Lauryl sulfate de triethanoLamine 

- Di ethanolami de de coprah 

- Extrait aqueux de Dunaliella 
05 - Parfum chevref euille 

- Paraben 

- Eau 

Bain moussant : 

- Hemi ester sulfosuccinique 
10 - Diethanolamide de coprah 

- Extrait aqueux de Nannochloris 

- EDTA 4 Na 

- Parfum 

- Paraben 

15 - Colorant E 131 

- Eau 

Lotion solaire : 

- Giv-Tan F (Givaudan) 

- Oleate de polypropylene 2000 

20 - Extrait hydroalcoolique de Tetraselmis 

- Alcool ethylique 

- Parfum 

Lait de toilette : 

- ChLorure de steapyrium 
25 - Huile Carnation 

- Monostearate de glycerol 

- Glycerine 

- Extrait glycolique de Chaetoceros 

- Parfum 
30 - Eau 

Mousse a raser : 

- Acide st£arique 

- TriethanoLamine 

- Propylene glycol 2000 
35 - Lauramide 

- Distearate de polyethylene glycol 150 



: 15 % 




: 2 % 




: 4 % 




: 0,2 


% 


: 0,1 


% 


: 78,7 


% 



45 % 

2,5 % 
10 % 

1 % 
0,3 % 
0,1 % 
0,01 % 

41,1 % 

2 % 
25 % 
10 % 
62,7 % 

0,3 % 

1 % 
4 % 

2 % 
4 % 
4 % 
0,3 % 

84,7 % 

6,8 % 
3,7 % 
0,6 % 
0,5 % 
0,2 % 
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20 



25 



30 
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- Propylene glycol stearate 

- Extrait glycol ique de Skeletonema 

- Parfum 

- Glycerol 

- Eau 

Creme radio protectrice : 



1 % 
3 % 
0,4 % 
1 % 
82,8 % 







Monostearate de glycerol : 


: 5 % 








Stearine : 


: 3,6 


% 






Huile de paraffine : 


: 7 % 




10 




PaLmitate de cetyle : 


: 0,4 


% 






Alginate de triethanolamine : 


0,8 


% 






Extrait glycolique de Thalassiori ra : 


: 9 % 








triethanolamine : 


: 0,4 


% 






Parfum 


: 0,1 


% 


15 




Paraben 


: 0,1 


% 






Eau purifiee et deminerali see : 


: 73,6 


% 



Cette creme peut etre appLiquee matin, midi et soir en 
couches epaisses sur et autour des regions traitees. On fera 
penetrer cette creme en massant Legerement. 
Creme anti-senescence : 





Cyclogol NI 


: 4,5 


% 




Cire d'abeille 


: 13 % 






Extrait glycolique de Isochrisis 


: 12 % 






Lanoline 


: 3 % 






Huile minerale Carnation 


: 12 % 






Borax 


: 1,5 


% 




Parfum 


: 0,2 


% 




Paraben 


: 0,1 


% 




Eau 


: 53,7 


% 



Creme anti-senescence : 

- CycLogoL NI 

- Cire d'abeiLle 

- Extrait glycolique de Chroomonas 

- Lanoline 

- Huile minerale Carnation 

- Borax 



4,5 % 
13 % 
12 % 

3 % 
12 % 

1,5 % 
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- Parf urn 

- Paraben 

- Eau 

Ferti Lisant foLiaire Zn : 
05 - Eau 

- Sulfate de zinc (a 21% Zn) 

- Potasse 

- ChLorure de magnesium a 22,5% MgO 

- Extraits de betaines (dosant 10% betaines) 
10 - Extrait aqueux de Dunaliella 

Ferti Lisant foliaire MnCu : 

- Sulfate de cuivre (25% Cu) 

- Sulfate de manganese (30,8% Mn) 

- Chlorure de magnesium (22,5% MgO) 

15 - Extrait de betaines (dosant 10% betaines) 

- Extrait aqueux de DunalieLla 
Conservateur de fleurs coupees : 

- Extrait aqueux de Dunaliella 

- Sel de cobalt (sulfate de cobalt, chlorure 
20 de cobalt, nitrate de cobalt) 

- Eau q.s-p. 

Conservateur fruits legumes tubercules : 

- Extrait aqueux de Dunaliella 

- Acide ascorbique 

25 - Acide polyphosphate 
Tablette dietetique : 

- Extrait sec de Dunaliella 

- Cellulose cristalline 

- Dextrine 
30 - Lactose 

- Carboxymethylcellulose 

- Talc 



0,2 % 
0,1 % 
53,7 % 

34,6 % 
23 % 

0,4 % 
12 % 
20 % 
10 % 



: 6,8 


% 


: 2,7 


% 


: 24,4 


% 


: 16,5 


% 


: 49,6 


% 



5 a 50 % 



0,2 mM 



10 a 95 % 
5 - 500 mM 
0,1 - 5 % 

200 mg 
47 mg 

5 mg 
20 mg 

5 mg 

3 mg 



35 



BNSDOCID: <FR 265701 2A1_I_> 



2657012 



12 



05 



Boisson dietetique : 

- Extrait de Dunaliella 

- Parfum (citron, orange, 

- Acide citrique 

- Eau q.s.p. 1000 



1 a 20 % 
0,5 a 1,0 % 
0,5 a 1,0 % 
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REVENDICATIONS 



1- Utilisation d'extraits d'aLgues mi croscopiques obtenus 
par extraction en phase liquide, pour La preparation de compo- 
05 sitions pharmaceut iques, cosmetiques, alimentaires ou a usage 
agricole a activite anti radi calai re- 

2. Utilisation selon La revendi cation 1, caracteris^e en 
ce que Les algues utilisees sont des algues mi croscopiques des 
classes Chlorophycees, Prasinophycees, Cryptophycees, 

10 Baci Llariophycees (ou diatomees) et Prymnesiophycees. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2 caract6ris6e 
en ce que L'algue utilisee est choisie par Les genres Dunaliella, 
Nannochloris, Tetraselmis, Chroomonas, Chaetoceros, Skeletonema, 
Thalassiori ra, Isochrisis et Pavlova. 

15 4. Utilisation selon l*une quelconque des revendi cations 

1 a 3, caracterisee en ce que L'extrait d'algue utilise est 
obtenu par extraction aqueuse a pH controLe ou par extraction en 
solvant polaire, notamment hydroa LcooLique ou glycolique, et est 
eventuel lement concentre par sechage sous vide, osmose inverse, 

20 chromatographic ou uLt rafi Lt ration. 

5. Compositions cosmetiques, alimentaires ou a usage 
agricole a activite ant iradicalai re, caracterisees en ce qu'elles 
contiennent un extrait d'aLgue microscopique obtenu par extraction 
en phase Liquide. 
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